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小 西 章 太
腫瘍組織 の 抗癌剤感受性を体外か ら画像 に よ る非侵襲的な画像診断法で評価す るた め, 種
々 の 実験 モ デ ル に お い て テク
ネチ ウ ム ー99m 標 識 ヘ キサ キス (2- メ トキ シ イ ソ プ チ ル イ ソ ニ ト
1) ル)(he x akis (2- m etho xyis obutylis o nitrile)te chn etiu m
-99m ,
9餌
Tc-M IBI)を用 い て検討 し た. 細胞株は P388マ ウ ネ単球性白血病細胞の P
一 糖 タ ン パ ク (P-glyc opr otein , P-g p) を発現 して い
る多剤耐性株 (P388/A D R) お よ び 非発現 の 感受性株 (P388/S)を用い た ･ ま ず
蜘
Tc-M IBIの 腫 瘍親和性 と集積機序 を検討する
ため P388/S を培養液中で
蜘
Tc- M I BI と イン キ ュ ベ
ー シ ョ ン する 際に 反応温度や細胞外
m mTc- M IBI濃度を変化させ ･ 結合率へ
の 影響を検討 し た. 反応温度を24℃ に設定 した場合で は P 388/S の
99
恥 M IBIの 結合率 は約4 0 % であ っ たが , 0℃で は約 卜
3 % と著 し い 抑制 が み ら れ た . また細胞外
帥
Tc-M IBI濃度を上昇 させ る と細胞内の
m nTc-M I BI濃度も比例 して 上 昇 し, 飽和
は確認 さ れ なか っ た . こ れ ら より腫瘍細胞 の
伽
Tc-M I BIの 取 り込み は受動拡散に よ る と 考え られ , 輸 送膜 タ ン パ ク な どに は
依存 しな い と思 わ れ た が, そ の 細胞内保持 に は何 ら か の 能動的磯序 が関与 して い る と考えら れ た ･ ま
た イ オ ン チ ャ ン ネル 阻害
剤や代謝阻害剤 の影響を検討 した と こ ろ,
99m 恥 M IBIの 取り込 み は ミ ト コ ン ドリ ア活性 に依存 して おり , ま た
2 01
Tl と は異な る
機序 に よ る も の と考え ら れ た . つ づ い て P- gP の 発 現 が 腫瘍 馴包の
99m Tc- M I B Iの 取 り込 み に お よ ぼ す影響 を検討 し た ･
p388/A D R お よび P3 88/S を培養液中で
99n YTt-M I BI と イン キ ュ ベ ー シ ョ ン した と こ ろ P388/A D Rの 取り込み (1 %
､ 3 %)は
p3 舶/S(40 %) に比 べ て著 しく低く , ま た洗 い 出 しも P 38′S に比 べ て 速や か で あ っ た ･ イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン の 際 に多剤耐性
克服薬剤 であ る ベ ラ バ ミ ル GTe r apa mil) を添加す る と P388/A D Rの
99m
Tc- M IB Iの 取り込 み が 促進 し, 10 0〃M の 濃度で は
p 388/S と同等 の 取り込みを示 した . 生体 内 にお い て は , 両側大腿 部 にP 388/AD R お よ びP3 88/Sを移植した ヌ
ー ドマ ウ ス の
99nYrc_M IBIイメ ー ジ ン グで P388/A D R は P 388/S と比 べ て
99mTc-M IBIの 集積 は 乏 しか っ た ･ また ヌ ー ド マ ウス に お け る
M IBIの 生体内分布で は , P388/A D R は P 388/S に比 べ て早期 より取り込 み率 が低値 で か つ 洗 い 出 しも速 や か で あり, 試験管
内細胞実験 と 一 致 した 結果が得 られ た. 以 上 より
伽
T b M IBI に よ る腫瘍 イ メ ー ジ ン グ は腫瘍 の 多剤耐性を非侵襲的に評価す
る こと を可能 に し, 化学療法の プ ロ トコ ー ル 決 定や 克服薬剤の 効果判定にも有用な情報を提供 しう る と考えられ た･
Key w o rds rn ultidrugr eSista n c e, P
-glycoprotein,
99 nYrc- M I BI･ mitocho nd ria,P 388
悪性腫瘍の 化学療法 に対する大きな障害の
一 つ に腫瘍細胞 の
多剤耐性 の 発現 があ るl 卜 5). 化学療法 を続けて い くうち に, そ
れま で 使用 し て い た 抗癌剤 に対す る感受性 が低 下す る ば か り
か , 分子量も構造も全く異な る複数の 抗将剤 に対 して も同時に
耐性 となっ て しまう こ とが し ば し ば経験 さ れ る . こ の よ うな多
剤耐性の 腫瘍細胞 の 多く で は多剤耐性遺伝子 且4 β別 によ っ て
コ ー ドされ る P 糖 タ ン パ ク (P- glyc opr otein , P-g P) と よ ばれ る
分子量 170 k Da の 巨大 な 疎水性の 膜 タ ン パ ク が 発現 して お り ,
その ポ ン プ作用 に よ り細胞内 に流入 した抗癌剤を細胞外 へ 排 出
する こ と で卵胞の 薬剤感受性 を下げる こ とが わ か っ て い る
2)3'
･
テ ク ネチ ウ ∠い99m 標 識 ヘ キ サ キ ス (2- メ ト キ シ イ ソ プ チ ル イ




m - M I Bp は
鮒 m 標識 の 新 しい 心筋血流診断薬 と して







腫瘍 診断薬 と して もそ の 有用性 が認 め ら れ て い る ･ そ の ため
99mTc_ M I B I に おい て も腫瘍親和性 が検討 さ れ て い る
7-が 最近
紬 Tc_ M IBI が多剤耐性癌 に は集積 しにく い こ と が 報告 され て い
る8). 腫瘍 の多剤耐性を非侵襲的 に画像診断で簡便 に評価する
こ と が で きれ ば化学療法 を行う前 にそ の 効果を予測す る こ と が
で き, そ の 後 の 治療 の プ ロ ト コ
ー ル を決定す る に あたり有用な
情報が得 られ る と思 わ れ る . 本研究 で は
" m
Tc-M I BIの 腫瘍集稽
性 お よ び そ の 機 序, さ ら に P-gPが
伽
Tc- MIBIの 腫瘍集積性 に
お よ ぼ す影響を調 べ , 99nTc-M I BI に よ る腫瘍の 多剤耐性の 評価




癌化学療法セ ン タ ー (東京) より供給 され た P38 8マ ウス 単球
平成 8年11月26日受付, 平成9年1月16日受理
Abbre viatio n s: C CC P, C a rbo nylcya nide- m ･ Chlo rophenylhydr az o n e; 仏 A,iodo ac etic a cid;IC50, 50 % in
hibitory
c o n c etr atio n;I D,inje cted dos e;P B S, Phosphate-buffer ed salin e; P
-gp, P- glyc opr otein;
99mTc- M IBI･ he x akis(2
-
m ethoxyis obutylisonitri1e)techn etiu m-99m
99n
Tc- M IBI に よ る悪性腫瘍の 多剤耐性の 評価
性白血病細胞の ア ドリ ア マ イ シ ン感 受性株 (P388/S) お よ び 耐
性株(P 38 8/A D R) を用 い た ･ 耐 性 株 は ア ド リ ア マ イ シ ン
(adria mycin) を含有する培養液中で繰り返 し継代す る こ とで 得
られた . そ れ ぞ れ の 細胞株 に お ける ア ドリ ア マ イ シ ン の 50 %阻
害濃度(50 % inhibitory c on ce ctration , IC5｡) (平均値 ± 標準偏差)
は P388/S が29.4± 2.4 であ っ た の に対 し P388/A DR は9090士
60 であり , P388/A D Rの ア ドリ ア マ イ シ ン に村する耐性が確
認され て い る . また ビ ン ブ ラ ス テ ン (vinblastin e), ピ ン ク 1)ス
テ ン 匝in c ristin e), エ トポ シ ド (etopo side) に対する I C5｡値も
P388/S が そ れぞれ2.0± 2, 1.2土0.2, 22.5±1.1 であ るの に対 し
て P388/A D R で は5 7± 2, 14 1± 1 1, 13 20 0± 60 0 であり ,
P388/A D Rの多剤耐性 が示さ れて い る. P 388/A D R における P-
g p の 発 現 は 抗 P-g p マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 C 2 19
(Ce nto c o r, M alvern , U S A) を用 い た フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 法
田O W CytO m etry) によ り確認さ れ て い る9).
2 . 継代 お よ び動物 モ デ ル
1) 浮遊細胞
2種類の 浮遊細胞約 107 個を4 ～ 6週 齢の 別々 の 雌 C D F lマ
ウス (日 本 S L C, 浜松) に 腹腔内投与 し, 1週後に腹水 0.1ml
を採取 した . 採取 した 腹水を pH 7,4 の リ ン 酸緩衝 生 理 食塩液
bho sphate-bufE6r ed salin e, P B S) (日水製薬, 東京)で10倍 に希
釈し, その 0.2皿l を次代 の C D Flマ ウ ス に腹腔内投与 した . 大
量の 細胞を要す る際 に は , エ ー テ ル 麻酔下で開腹 したうえで腹
水を採取 した . 腹 水細胞を P B S で洗浄, 遠心分離 (100rpm ,
5分, 5回) して 実験に用い た .
2) 固形腫瘍
まず浮遊状態の P388/S お よ び P388/A D Rをそ れ ぞ れ 3 ×1 08
個ず つ 4 ～ 6 週 齢 の 別 々 の 雌 B A L B/c ヌ ー ド マ ウ ス (E7本
SLC) の 大腿部皮下 に注 入 し固形腫瘍 モ デ ル を確立 した . 以 後
の継代 は移植10 日目 に 固形発育 した腫瘍 を摘出 し, 無菌的 に細
片化 した 一 部 を トロ ツ カ ー に て次代 の ヌ ー ド マ ウス 大腿部皮下
に移植 した.
3) 動物モ デ ル
固形の P388/S お よび P 388/A D Rを同 一 の ヌ ー ドマ ウ ス の 左
右の 大腿 部 に移植 し, 移植後10日 目に 実験 に用い た .
3 . 放射性医薬品の 調製
99m
Tc- M IBI は添付説明書に従 っ て 調製 した . 伽 Tc-M IBI キッ
トバ イ ア ル (カ ー デ ィ オ ライ ト⑬第 一 , 第一･一 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ
研究所, 東 京) に ジ ェ ネ レ ー タ ー (Ultr al
'
e chn eKow$■, 許v-う
ジオ ア イ ソ ト ー プ研究所) より抽出 し た過 テ ク ネチ ウ ム 懐 ナ ト
リウム C
9m
Tc)溶液 370 M Bq(2ml)を加えて99 ℃ で15分間加熱 し
たの ち, 15分 間放冷 し た .
Ⅰ . 実験方法
1. 99E 耶 一MIBIの 腫瘍細胞親和性 お よ び 集積機序の 検討
1) 温度 の 影響(実験1)
24℃ と 0℃条件下 で の 99mTc-M I BIお よ び 2【〉1Tlの 腫瘍細胞 へ
の結合率 を検討 した . 5 ×106 個 の P 388/S 細胞 と 9伽Tc-M IBI
およ びタ リ ウ ム201ぐ01¶) (塩化タ リ ウ ム ぐOl′n) 注N M P, 日本
メ ジフ イ ジ ッ ク ス , 西宮) を そ れ ぞ れ 18.5k Bq を R P M I1 640-
10 % ウ シ胎児血清 (日水製薬) で最終的 に 100〃1 となる よう に
調製し24℃また は 0℃で 反応 させ た. 反応 中はサ ー モ ミ キ サ ー
TM -127(サ ー モ ニ ク ス , 束京) で 振動撹拝 した . 反応開始後,
5分か ら2 40分まで の各時間で冷 P B S 3ml で細胞を洗軌 遠心
分離機6 P RT52 (日 立工機, 勝 田) にて 遠心分離(1000rpm , 5
73
分) し て上 浦を除去 した後, オ ー トウ エ ル 型 ガ ン マ カ ウ ン タ ー
A R C-380(ア ロ カ , 東 京) で 99mTc-M IBI と201Tlの 細胞結合放射
能を測定 し た . ウ イ ン ドウ 幅は 99mTc で は 110､ 170keV, 2 OITl
で は 60～ 90keV に設定 し, あ ら か じめ 求 め て お い た 他チ ャ ン
ネ ル と､の 重な りの 割合(9f}mTc:0.3 %, 201Tl : 2 7 %) で 補正 し,
測定 し た. 結果は 添加総放射能 に対す る細胞結合放射能の割合
(% bo und)で 表現 した .
2) 細胞外の 伽 m -MIBI濃度 の 影響(実験 2)
細胞外 仙 Tc-M I BI絶対量 の 変化 に よ っ て 腫瘍細胞の 9 9nTc-
M I BI取り込 み 塞 が どの よ う に 変化す る か を み る た め に ,
P 388/S を
99n
Tc-M I BI と イン キ ュ ベ ー シ ョ ンす る際 に培養液中
にさまざまな過度 の 非標識 の M IBI(c old M IBI) を添加 し, 10
分, 30分で の
99- n
Tc-M IBIの 結 合率 を測定 した . 添加す る c old
M I BI溶液は M IBI キッ ト バ イ ア ル に生理食塩水を注 入 して 溶解
した もの を 剛 ､, 最終的な培養液中の 的 nT b M IBI洩度が 0.83〃M
か ら 249/JM になる よう に調製 した . な お 他の 手技は 実験 1 に
準 じた.
3) 各種阻害剤の 効果(実験3)
勅-Tc-M IBIの 膿傷細胞 へ の 集積機序と細胞内局在 を検討する
た め に 各種阻害剤を用い て腫瘍細胞の 帥 Tc-M IBI取り込み の 変
化を観察 し た . 用 い た 阻害剤 お よ び 最終濃度 は Na
十
/K一◆~
A T Pa s e阻害剤で ある ウ ワ パ イ ン (o u ab ain) (Sigm a, St. I.o uis,
U S朗 100〃M , ミ トコ ン ドリ ア 電子伝達糸阻害剤である ロ テ ノ
ン (r ote none) (Sigm a)10/LM , ミ ト コ ン ドリ ア膜電位分極阻害
剤 であ る カ ル ポ ニ ル サ イ ア ニ トm 一 夕 ロ ロ フ ユ ニ ル ヒ ドラ ゾ ン
(ca rbo nylcya nide- m - Chlo rophe nylhydr a zo n e, C C C P) (Sigm a)
5/LM , 解糖系阻害剤 であ る ヨ ー ド酢酸 (iodo a c etic acid, IA A)
(Sigm a)1m M である. こ れ ら の 阻害剤 の 存在下 で30分間あら か
じめ プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した の ち実験1 に準 じ た反応をさ
せ , 30分, 60分 で の
!'さ,m
Tc-M IB L お よ び
2t)1
Tlの P388/S へ の 細胞
結合率 を測定 し た . さ らにIA A につ い て は プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 時間を変えて細胞の 結合率 の 変化を観察 し た.
2 .
勒 一Y
Tc-M IBIの 腫瘍集積性 に お よ ほ す P-g P発現 の 影響の
検討
1) P- g p発現の 有無 によ る腫瘍細胞 の
勅 一Tc- M I BI取り込み
の 相違(実験4)
P3 88/A D R, P 388/S につ い て24℃ で の
O9EI Yrc-M IBI と2()1Tlの
取り込みを実験 1 に準 じて検討 した .
2) P-g p党規 の 有鍵 によ る腫瘍細胞 か ら の
仙 一
TcrM IBIの 洗
い 出 しの 相違(実験 5)
実験 1 に準 じ て 蜘 Tc- M I BI と21‖Tl を添加 し た 培養液中で
P 388/A D R およ び P 388/S を24 ℃ で60分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン
した 後, 培 養液を交換 し て細胞外 の
9tI■一
Tc- M I BIと
2(II
Tlを除去
した . 直後よ り繹時的に細胞 を採取 し, t"n rIt･MIBI と 2(一ITlの 細
胞結合放射能を測定 し, そ の 推移を調べ た .
3) 多剤耐性克服薬剤の 効果(実験 6)
多剤耐性細胞 である P 388/A D Rの 錮加Tc-M IBI取り込み に対
して多剤耐性克服薬が お よ ぼす影響を検討 し た. P3 88/A D R細
胞を培養液中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 際 に べ ラ バ ミ ル
桓e rapa mil) (Sigm a)
10)11)の最終濃度が 1FLM ～ 100iLM になる よう
に調製 し, 30分, 60分で の 9
9
1 モーM IBI の摂取率を実験1 に準 じ
て測定 した.
4) 生体イ メ ー ジ ン グ(実験 7)
膿瘍移植 ヌ ー ド マ ウ ス を ベ ン トパ ル ビ タ ー ル ナ トリ ウ ム
74
(pehtobatbital s odiu m) (Ne mbutal
⑧
, A bbott, No rth C hic ago ,
U S A)0.75mg■腹腔内投与 に て麻酔後, 木製の 台上 に布 テ
ー プで
し っ か り固定 し, 2O
l
¶ 11.1M Bq を尾静脈より投与 し て20分後 か
ら180分ま で経時的 に シ ン チ レ ー シ ョ ン カ メ ラ Sigm a4 14(ア ロ
カ) で撮像 した . 撮像 終了後, モ デ ル ヌ
ー ド マ ウ ス を引き続き
台上 に 固定 した まま
99n
Tc.M IBI 185 M Bq を尾静脈 より投与 し,
201Tl と同様 に撮像 し た . 得 られ たイ メ
ー ジ は白黒 イ ン ス タ ン ト
フ イ ル ム667(日 本ポ ラ ロ イ ド, 東京) に記録 した ･
5) オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ ー (実験8)
腫瘍移植ヌ ー ドマ ウ ス に 99m -M IBI 185 M Bq を尾静脈 より投
与 し, 15分後 に土
- テ ル 麻酔 した 後に屠殺 し, 腫 瘍お よ び転移
リ ン パ 節を採取 し た . 0. C . T . コ ン パ ウ ン ド TIS S U E- T K
(Miles, Elkha rt, U SA)を用 い て採取 した標本の ブ ロ ナ ク を作
製 し, ク リ オ ス タ ッ ト H M 50 5E(カ
ー ル ツ ァ イス , 束京) に よ
り厚 さ 20〃m の ス ライ ス 標本を作製 した ･ 得ら れ た ス ラ イ ス 標
本をイ メ ー ジ ン ダ ブ レ ー ト B AS-S R202 5(富士 フ イ ル ム , 東京)
に 3時間露光 させ , バ イ オ ･ イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ
ー BA S-
5000(富士 フ イ ル ム) に よ りデ ー タ収 集 した . デ ー タ 解析 は パ
ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー Po w e rM a cinto sh 850 0/12 0(Ap ple
c o mputer, Cupe rtin o, U S A)お よび 解析 ソ フ トウ エ ア M acB A S
Ve r.2.3(富士 フ イ ル ム)を用 い た.
6) 生体内分布(実験9)
腫瘍移植ヌ ー ドマ ウス に 201T1 74 k Bq と 99mTc- M IBI 444k Bq の
混合液を尾静脈 より投与 した . 投与後1 5分, 60分, 120分彼 の
各時間でそれ ぞ れ10匹, 6 匹, 8 匹を エ ー テ ル 麻酔 の 後 に 開胸
し, 心臓 よ り注射器 で脱血屠殺 し た. 引 き続 い て 肺 , 肝, 脾 ,
胃, 腸, 乳 筋 , 骨 , 腫瘍, 転移リ ン パ 節を摘出 し た ･ 得ら れ
た標本 の 湿重量 を測定 し た後, 各標本 の 放射能を オ
ー ト ウ エ ル
型 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 測定 し た. なお 血 管外 へ の 注射漏れを考
慮 し, 屠殺後 に 尾 を根本 か ら切断 して その 放射能を測定 して ,
注射放射能(inje cted do s e,･ID)か ら尾 に残 っ た 放射能を差 し引
い て 補正 し , 注 射放射能 に対す る各臓器 1g あ た りの 放射能 の
分布割合 be rc e nt of inje cted do s e/g w et tiss u e, % I D/g) を 求
め た . そ の搾乳 各個体毎の 投与量の ば ら つ きは 注射前後の シリ
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Ⅱ. 統計解析
統計解析 はまず F検定を行 っ て , 等分散 の と きは Student の
独立 2標本間t検定, 異分 散の と きは Welch の t検定 を用い て,




1 七_MI B I の腫瘍細胞親和性お よび集積機序の検討
1. 温度 の 影響(実験1)
24℃で は 帥 Tc- M IBIの P3 88/S へ の 結合率は経時的に増加
し, 60分 で 約4 0 %の プ ラ ト
ー に達 した が , 0 ℃で の 結合率は各
時間で 1 ､ 3 % に抑制 さ れ た (図 1A). ま た
2`"Tlの 結 合率も
24℃ で 2 ～ 5 % であ っ た も の が 0 ℃で 1 ～ 3 % に抑制さ れ た
(図1B).
2 . 細胞 外の
鮎
1 セーM IBI濃度の 影響(実験2)




99口 m - M I BI濃度の 上 昇 に伴 っ て ほ ぼ直線的に
増加 し, 本研究 で 用い た 249〃M まで は 飽和は観察 され なか っ
た . しか し30分で は 83〃M 以 上 で プラ ト
ー で あり , そ れ 以上
の 濃度で は 増加 せず, 1 0分借 よ りも低 い 値を示 し た (図2 A).
一 方2 01Tlの 取り込 み は細胞外
99rTTc-M I BI膿度の 上 昇 と ともに
低下 し, 4 1.5〃M 以上 で は コ ン トロ
ー ル の 30～ 40 % で プ ラ トー
に達 した (図2 B).
3 . 各種阻害剤 の 効果(実験 3)
99 m -M IBIの 腫瘍朝胞結合は ロ テ ノ ン 1 0〃M 存在下 で は30分
で コ ン ト ロ ー ル の 75.2 %, 60分 で71.6 % と結合低 下 が 認め られ
た . また C C CP 5FLM 存在下 で は30分 で54･1 %, 60分 で51･5 % と
結合低下が認め ら れ た . 一 方 , ウ ワ パ イ ン 100〃M 存在下 で は
30分で114 %, 60分で104 % であり, ごく わず か に結合率が 上昇
す る傾向 が み られ た . IA A lm M存在 下 で は30分 で は114 %, 60
分で21.7 % で, I A A に よ る
99m
Tc- M IBI の 細胞結合阻害効果の発
現 は他 の 阻害剤 に比 べ て 遅れ る こ と が 示さ れ た (図3A)･
2111Tlの 腫瘍細胞結合 は ウ ワ パ イ ン の 存在下 で は30分 で70･7 %,
60分で63.9 % と結合低下 が認 め られ た . ロ テ ノ ン の 存在 下では
30分で99.5 %, 60分で91.8 % , また C C C Pの 存 在下 で は30分で
111 9占, 60分で100% と明 らか な 影響は認め ら れ な か っ た ･ 仏A
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Fig.3. Effe ctof ion tran spo rto r m etabolicinhibito rs o n r adiotr ac e r uptake of P388/S cells afte rlhprein c ubatio nwith e a ch inhibito r
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Fig･4. EffectofI A Ao n r adiotra c e r c ellular uptakebyP388/Scells at60min afte r s ev eralpr ein c ubatio ntim e e xpr e ss eda s ape rc e ntofthe
COntrol binding. (朗























Fig. 5. Cu rv e S Ofradiotra c er c ellula r uptal(ebytw oP 388c ells expre s sed
as ape rc e ntof thetotal dose ad ded･ GA)
9!,m
Tc-M IBIuptake･ (B)
2(}ln uptake. 0, P388/A D Rc ell lin e; ▲ ,P 388/S c elllin e･ Eachpointrepr e se nts盲 ±S Dof thre e e xpe
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Fig. 6. Cu rv e S Ofr elabv e w asho utrate s ofradiotr ac e rfo
m tw oP 388c ells e xpr e ss ed a s ape rc e ntof inidal binding･ ㈱
99mTc-M IBI･ (B)




























Fig. 7. Effe ct of v e rapa milc o n c e ntr ation o n9 9mTc
-M IBI
uptake by P388/A D Rc ells e xpr e ss ed a s aper centofthetotal
do se ad ded. □,OFLM;薗,1FLM;m ,10FLM; 邑 100FLM ･ Ea ch
data repre s e nts衰±S Dofthr e e experim e nts･
Fig. 8. In viv oim agings of
99nYTc-M I BIa nd
201
Tlin the s arn e
n ude m o u s e. P388/AD Rc ellshad be entr an Spla ntedto thele允
th igh(a rr o w), P388/S c ellsto the rightth igh (ar o whead)･ A
201
Tl(20min); B,





仙 Tc-M IBI によ る悪性腫瘍 の 多剤耐性の 評価
の 存在下 で は30分 で は16.9 %, 60分 で6･32 % と強く抑制 さ れ た
(囲3B)･
さ らにIA Aで は プ レイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン時 間を長く して い く
に従 っ て
2t}1Tlの 結 合率 は速 やか に低下 し た (図4 B). 一 方 地 肌 -
MIBIの 結合率 は15分 で い っ た ん172 %まで 上 昇 した あと ほ ぼ
直線的 に低下 し, 120分で は 8 %まで 抑制 され た(図4刃 ･
Ⅰ . 99Tc- M IB I の腫瘍集積性 にお よ ぼす P･gp 発現の 影響の
検討
1 . Prg p発現 の 有垂酎こよ る 腫瘍細胞 の
帥 Tc-M IBI 取り込み
の相違(実験 4)
実験 1 で述べ た と おり24℃で の P 388/S の
伽 Tc-M IBI取り込
みは60分で 約4 0 %の プ ラ ト ー に 達 し た が , P38 8/A D Rの 取り
込み は観察 した す べ て の 時間で 3 ､ 5 % と極 め て 低値 であ っ
Fig. 9. Anto radiographicim ages of
肋 Y
Tc-M IBIat15min after
inje ctio n. A, P 3 88/A D Rtu m or; B, P 3 88/S tu m o r; C, a
m eta staticlymph-n Ode of P388/A D R; D, a m eta Staticlymph-
n ode of P388/S.
77
た (図5 A). ま た
2 "一
Tlの 取り込 み は P 3 88/S で 2～ 5 %,
P 388/A D R で4､ 11 %で あ っ た (囲5 B).
2
.
P-g P発現 の 有無 に よ る腫瘍細胞 か ら の
仙 Tc- M I BIの 洗
い 出 しの 相違(実験5)




の 洗い 出 しを培養液交換直後の 結合放射能 に対す る各時間で の
結 合放射能 の 百分率 (% r e m aining a ctivity) で 比較 し た .
P388/S か らの
軸
Tc-M IBIの 洗 い 出 し は15分, 30分, 60分, 90
分 で そ れ ぞ れ 82, 7 2, 6 8, 61 % であ っ た . それ に対 して
P38 8/A D R で はそ れ ぞ れ59, 51, 39, 29 %で P 388/S に比 べ 細
胞か らの 蜘 Tc- M IBIの 放出が速や か であ るこ と が 示さ れ た (図
6A). 一 方
2OlTi の 洗い 出し に つ い て は P 388/AI) R と P388/S で
明 ら か な差 は な く30分ま で は放出が続き, そ れ 以 後は お よ そ
50 %の プ ラ ト ー に 落ち着 い た.
3 . 多剤耐性克服薬剤 の 効果(実験6)
培養液中 に べ ラ バ ミ ル を添加 し て 1/∠M の 浪 度 に す る と
P 388/A D R細胞の
9～J
Tc- M IBIの 取 U)込み は30分, 60分 とも ベ ラ
バ ミ ル を加えなか っ た 場合の お よ そ 2倍 に増加 した (固7). さ
ら にべ ラ バ ミル 過度を 10〃M , 1 00〃M に上昇 させ て い く とそ
れ に伴 っ て P3 8/A D R細胞 の 勒 Tc- M IB Iの 取り込み は著 しく
上 昇 し, 100〃M で は結合率が30分 で38 %, 60分で33 % と なり,
P388/S細胞と同程度の 結合率を呈する に 至 っ た .
4 . 生体イ メ ー ジ ン グ(実験7)
201Tl イメ ー ジ ン グ で は大腿 部 に 移植 し た P 388/A D R腫瘍 と
P 388/S 腫瘍 へ の 集積 に明ら か な差 は認 め ら れ な か っ た .
一 方
削
1 七一M IBI イメ ー ジ ン グ で は静注後20分で P388/A D Rへ の 集積
は P38 8/S に比 べ て低く描出不良で あ っ た . そ の 後180分ま で
経時的に撮像 した が , どの 時点で も P 388/A D Rへ の 9f
'■一Yrc-M IBI
の 集積 は P 388/S に比 べ て低集積であ っ た( 図8).
5 . オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ
ー (実験8)
国9 A に P 388/A D R, 国 9B に P388/S の 腫瘍 オ ー トラ ジ オ グ
ラ ム を, また図 9 C に P388/A D R, 図9 D に P388/S の 転移リ ン
Tablel■ Biodistributio n of
9り■11
Tc - M I BI in t u m or-bea rlng n ude rnice
% of injected do se of














Tu m or(P388/A D R)
Tu m or(P38/S)
L N(P38 8/A D R)
L N(P38 8/S)
0.2 2 ±0.1 (i
lO.29 ±5.7 7
1.65±0.8 6
8.1 9 ±5. 9
2.1 0 ± 1.53









T im e afteripje ctibn of
9 9.n
Tc- M I B l(min)
60
(I l=6)
0.0 7 ±0. 4
4.6 1 ±1.90
0 .5 4 ±0.43
2 .5 9 ±1.2 6
0.23 ±0.1 1






























2 OIT I intu m or- be aring n ude mice
% ofinje cteddos e of
2(')
T I/g w etissu e(x ±S D)
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5.6 1 ± 2.49
6.67± 2.2 1








2,02 ± 1.7 2











2.5 7 ± l.35
4.44±2.43





5.6 4 土 1.00
5 .29士 0.89
7 ,8 4 ±0.94
1 1.4 6 土 2.87








パ 節 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を示 した . P 388ノA DR の 膿瘍組織 ,
転移リ ン パ 節組織 とも に P 388/S の 場合 と比 べ て信号強度 は明
らか に低く,
99n
TbM IBIの 取り込み が 低い こ とが 示 さ れ た .
6 . 生 体内分布(実頗 9)
P 388/A D R腫瘍お よ び P 3 餌/S 膿瘍の 15分, 60分, 120分 で の
99m
Tc- M I BI の % I D/g(平均値 ±標準偏差) は そ れ ぞ れ0.5 4±
0.35, 0.0 7士 0.0 2, 0.06 ±0. 3 お よ び0.78±0.47, 0.31±0.19,
0.20± 0.10で あ り , 6 0分 , 1 2 0分 に お け る
99m
Tc - M I BIの
P388/A D R腫瘍 へ の 集積 は P 388/S 腫瘍 に比 べ て 有意 に低 か っ
た (p< 0.05, P< 0.01). また P38 8/A D Rの 洗 い 出 しは P3 88/S
よりも速や か で あ っ た (表1).
201
¶ は 各時間で細胞株 に よ る大
き な差は なく, P388/A D R膿瘍 お よ び P388/S 膿瘍 の1 5分, 60
分, 120分 で の
201
Tlの % I D/g は それ ぞ れ2.56±0.86, 2.57 ±1.35,
3.47±0.37 お よ び3.24±1.42, 4.44±2.43, 3.88±0.77 であり, い
ず れ の 時 間で も有意 な差 は認 め ら れ なか っ た . また
伽 m -M IBI
と は 異 な り, 経 時 的 に洗 い 出 さ れ る傾向 は認 め ら れ な か っ た
(表2).
考 察
Julian oら は コ ル ヒ チ ン (c oIchicin e) 選択 に よ り多剤耐性 と
な っ た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー の 培養卵巣細胞膜上 に , 野生 型
細胞 には ない 糖 タ ン パ ク が 発現 して い る こ と を発見 し, P 糖タ
ン パ ク と 命名, 報告し だ2) . 以 後 P-g pは細胞 の 薬剤感受性を下
げる機構と して 注目され , 多く の 研究者の 興味 の 対象とな っ た .
そ の 後の 研究 で P-g pは A T Pa s eで ある こ と が 判明 し, 細 胞内
に流入 した 色 々 な抗癌剤を能動的 に細胞外 へ 排 出する こ と で 細
胞 の 薬剤感受性を下 げる こ とが 明ら か にな っ た
1:け 岬
.
一 般 的 に
A T Pa s eで ある 細胞膜上の 輸送 タ ン パ ク は そ れ ぞ れ 固有 の イ オ
ンを輸送す る こ とが 知 られ て い る . しか し P-gp が 輸 送す る の
はイ オ ン で は なく抗痛剤な どの 分子 であり, その 基質選択性 は
低い . それ ゆ え P-gp は 非常 に特殊な性質を持 つ 膜 タ ン パ クで
ある と い え る . また P- g pは 多剤耐性腫瘍細胞だけでなく副腎
皮質表面や子宮, 肝 , 腎の 近位尿細管刷子緑膜 , 血液脳関門,
精巣な どの 正 常組織 にも存在す る こ と が確認 さ れ て い る
Ⅰ5卜 18)
その 生 理 的な役割はまだ不明 な点 が多い が , 副腎や 子宮などで
は ス テ ロ イ ドの 輸送に , 肝, 腎 な どで は代謝産物や異物の 排泄
に関与 して い る と推定 され て い る1の . また 血 液脳関門や精巣な
どで は 脳 や精巣 に移行 して く る 物質 に対す る防御機構
17)20)とし
て機能 して い る の で は な い か と考え られ て い る.
P雫p が多剤耐性 の 主 た る メ カ ニ ズ ム で ある の は 前述の 通り
非常 に多く の , し か も分子構造がま っ た く異なる物質を認識,
輸送で きる た め で あ る. そ の 基質認識 の 機序 は明 らか でな いが,
疎水性で 陽電荷 をも つ 物 質が P- g pに認識 さ れ や す い こ と がわ
か っ て い る
21)
. 疎水性で 陽電荷をも つ f
)9nTc-M IBI は心臓核医学
にお け る心筋血流診断薬と し て 開発 さ れ , そ の 有用性, 簡便性
か ら近年急速 に臨床 の 場 に普及 して きて い る . 一 方 , 心筋血流
診断薬 の 代表的存在 である
21)1
T1
22)は 悪性腫瘍 に親和性がある た
め腫瘍診断薬 と し て も利用 さ れ て い る
2‥})24)
.
こ の た め 伽 Tc-




的に 9gmTc-M IBI を用い た腫瘍 イ メ ー ジ ン グ で は
2{)1Tl で得ら れ
た画像 に類似 し た画像 が得 ら れ る . しか しな が ら【一 部の 症例で
2{)1Ⅵ と
99
m - M IBIで異 な る結果が得 られ る こ とが ある .
2 '`1
Tl に
ょ る 腫瘍 イ メ ー ジ ン グ は 通常 , 投与直後ゐ早期像と 3 時間後の
後期像 を比較す るが , To n a mi ら の 報告 に よ れ ば後期像で腫瘍




Tl で後期像 の 腫瘍内残留 が強 い 症例 でも, 99n YTb M IBIによる
腫瘍イ メ ー ジ ン グで は 後期像で洗 い 出さ れ て 腫瘍が描画されな
くな る場合があ る . こ れ は 99mTc- M I BI が
201
Tl と は異なり, 腫
瘍 の 良悪性 の 鑑別以外 の 腫瘍情報を提供 して い る こ とを示唆す
る. Piwnic aW or m sら は P-g pを発現 した K Bq8-5腫瘍 と発現し
て い な い K B腫瘍を移植 した ヌ ー ド マ ウ ス モ デ ル を用い て,
K B ㊦5腫瘍 に は
99mTc- M IBI が集積し にく い こ と を明 らか にし
た8). これ は細胞 レベ ル で
99
1 ℃-M IBI分子 が P官p により細胞外
へ 排 出さ れ た た め と考え られ た . こ の た め
鯛 m -M IBI イメ
岬 ジ
ン グ は腫瘍の 陽性描画 に よ る存在診断 に と どま らず, 陰性描画
に よ り P 部 の 発現 の 有無を非侵襲的に知る手段 と して期待さ
99n Y
rc-M I BI に よ る悪性腫瘍の 多剤耐性の 評価
れるよう に な っ た
2!')
.
本研究 で は ま ず
伽
Tc-M I BIの 腫瘍細胞 へ の 親和性 を検討 し
た. コ ン ト ロ
ー ル と して 集積度が細胞活性を反映す る 21
-
¶ 糊 を
剛 一た . 24 ℃ で P388/S を培養液中で
仙
Tc-M IBI とイ ン キ ュ ベ
_ シ ョ ン す ると 経時的 に結合率が増加 し60分で約40 %の プ ラ ト
ー に達 し, 伽 Tc-M IBI に は高 い 腫瘍親和性 がある こ と が 示さ れ
た. Co rdobe sらは H Bl;100細胞を用い て
軸
Tc- M I BIの 取り込
みは温度 の 影響を受け る こ と を明 ら か に した
こ川
. 本研 究 で も
0 ℃条件下 で は24 ℃ に比 べ て P388細胞 の
伽 Tc-M IBIの 取り込
みは著 しく低下 した . 従 っ て そ こ に は エ ネル ギ
ー 依存性の 機序
が関与 して い る と考えら れ た .
2(,Ⅰ¶ の 取り込みも 0℃で低下 し











また Co rdobe s らは 細胞の 仙 Tc- M I BI取り込み が 細胞
外の 濃度 に比例 して 上 昇す る と報告 して い る
31)
. 彼 らが 用 い た
緋色外の
991T
Tc- M IBI過度は 10nM まで で あ っ た た め , 本研究 で
は細胞外の
肋 -
T b M IBI濃度を 249〃M まで 上 昇さ せ た が , や は
り比較的早期 (10分) の 細胞取り込み は細胞外
鮎 Tc- M I BI過度
に比例 して い た . 従 っ て 仙 m -M IBIの 細 胞膜の 通過は膜ポ ン プ
や特異的な受容体 に依存す るもの で は なく受動拡散 によ る もの
と考え ら れ た . し か し イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 開始後3 0分で は
83〃M 以上 で
伽 耽 -M IBIの 取り込み の 上 昇が 止 まり, 逆 に10分





濃度と反比例す る よ う に 減少 し, 細 胞外
99m
Tc-MI B I濃度が
41.5〃M 以 上 で はコ ン トロ
ー ル の お よ そ60 %～ 70 %低下 し て プ
ラト ー と な っ た . 細胞外 リ9 m -M IBI濃度 が高 い ポ イ ン トで細胞
の
伽
TbM I BIの 取り込 み が10分よりも30分で低 下 して飽和状態
とな っ た 理 由と して は 次 の 二 つ が 考え ら れ る . まず 軸 Tc-M IBI
自体の 急性毒性 に よ る細胞活性 の 低下 で ある . そ れ は 2
11
¶ の 取
り込みは 細胞活性と密接 な関連をも つ と い わ れ て おり , そ の 取
り込みが 低下 した と い う現象は何 らか の 細 胞の 障害 を生 じた 可
能性がある か ら で ある . 本研究で は細胞外
弛-
Tc-M I BI濃度を最
高 249〃M まで 上 昇 させ た が , こ れ は
一 般 的な 臨床常用血中濃
度の お よ そ6 00倍程度 にあたり, イ ヌ に お け る致死 量 (DuPo nt
社の デ ー タ に よ る) で あ る . 従 っ て1 0分 よりも30分で 細胞活性
が低下 し た とすれ ば 軸 Tc-M IBIの 取り込 み の 低 卜
●
が お こ るで あ
ろう. しか し なが らそ れ で は細胞外 軸 Tc-M I BI濃度 が 41.5/LM
以上で 21)l¶ の 取 り込み の 低~F が停車し, プ ラ ト ー と な っ た こ と
が説明 しにく い と 思わ れ る . 考えら れ る もう¶一 つ の 理 由は細胞
内の 軸 Tc- M IBIの 分布容積 にお け る ミ ト コ ン ドリ ア 分画の 飽和
である . 軸 Tc-M I BIの 細胞内分布は約90 % が ミ トコ ン ドリ ア に
局在し て い る 瑚 た め ミ ト コ ン ドリ ア 分画 が 飽和 し た場合, 細 胞
質内の 99nTc-M I BI は細胞内 にと どま る こ と が で きず, 徐々 に 細
胞外へ 洗出 して い き 仙 m - M I BIの 取り込み が30分で 低~卜 した 吋
能性が考え られ る . また l.1a u rado ら に よ れ ば 心筋細胞内の
2ulTl
のうち お よ そ6 0 % が ミ トコ ン ドリ ア に分布 し て い る:14). 一 方
Ba 汀er aら は K
ト
の ミ トコ ン ドリ ア 膜の 通過方向 は周囲の 陽イ オ
ンによ っ て 規定 さ れ , ミ ト コ ン ドリ ア周囲に Na-や Li十な どの
1価の 陽イ オ ン が 増加す る と ミ トコ ン ドリ ア か ら の K
+
の 放出
が増加す る こ と を明 らか に した6). Tl+ は Klトと 生体内で類似 の
挙動を示す た め , ミ ト コ ン ドリ ア の 周囲 に
一 価 の 陽イ オ ン で あ
る 99mTc-M I BI が高濃度 で存在す れ ば ミ ト コ ン ドリ ア 内の 201Tl
が放出され る こ とが 予想 さ れ る . 従 っ て 99nTc- M IBI に よっ て ミ
トコ ン ドリ ア に分布 して い た 2 0¶ が駆逐 され た と仮定すると本
79
研究で み ら れ た よう に細胞の 2(11T =牧り込 み が約60 %低下 した後
にプ ラ ト ー と な る現象が説明できる と考え られ る .
本研究 で は各種 の 阻害剤 を用い て 腫瘍細胞 の 軸 Tc-M IB I と
21 1
Tlの 取り込 み の 変化 を検討 した . ウ ワ パ イ ン は 腫瘍細胞 の
21,1
Tlの 取り込 みを阻害 した が , こ れ は Na■ソK十 ポ ン プ に よ る
2(11
Tl の 細胞内 へ の 能動輸送が阻害さ れ た た め と考え られ た. し
か し なが ら 5】リ m -M IBIの 取り込み は非添加対照群に対 して1 4 %
(30分) お よ び 4 %(60分) 微増する傾向が み られ た. こ の 挙動
の 遠 い は, 少なくと も細胞膜 の 通過 に関 して 2(
】1¶ と 蜘 Tc- M IBI
が 異な る 機序に依存 して い る こ と を示すもの で ある . ウ ワ パ イ
ン に よ り膿瘍細胞 の
仙
Tc-M I BI取り込み が や や 増加 した の は ウ
ワ パ イ ン が Na+/K十 ポ ン プ を 阻害す る こ と に よ っ て細 胞内 の
帥
Tc-M IBIの 分布容積を広げた た め と考えら れ る35】. ミ トコ ン
ドリ ア呼吸鋭 の 電子伝達 を阻害する ロ テ ノ ンこ糊 , ある い は ミ ト
コ ン ドリ アの 脱共役剤で ミトコ ン ドリ ア 膜 内の 電位を減極する
作用 を有す る C C C P耶 卜 瑚 を添加する こ と で f}!
)(tTc-M IBIの 取り
込 みが 抑制 さ れ た . ま たそ の 他に もミ トコ ン ドリ ア膜 と細胞膜
電位 を過分極 させ る ナイ ジ ュ 7) シン (nige ricin) に よ っ て
伽
Tc-
M IBIの 取り込 み が促進さ れ る と の 報告 が ある
こ汀)
. 従 っ て 細胞
内で の
99■
汀c-M I 別の 保持 は ミ トコ ン ドリ ア 膜の 陰性電位に依存
して い る と考え ら れ る. また従来 99-TctM IBI取り込み は細胞 の
代 謝状態 に は あ ま り影響 さ れ な い と 考 え ら れ て き た 仰 が ,
Piw nica-W orms ら はIA Aを用い て 鶏雛 の 心筋細胞 の 解糖系を阻
害する こ と で 肋 m -M IBIの 取り込み が著 しく抑制 され る こと を
見い だ し だ
一冊)
. Piw nic a- Wo r m sらに よ れ ば IA A によ る削T c-
M IBIの 取り込み の 抑制は I A A との 接触時間 に依存 して お り ,
プ レイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンが60分まで は 一 過性 の 軸 m -MIBIの 取
り込み克進が み られ , そ れ 以 上 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で は
じめ て細胞の 伽 取 - M I BIの 1分結合率が低下 した と い う . 本研
究 で もIA Aの プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時 間を 0分 か ら120分ま
で 変化 させ た と こ ろ , P 388/S 細胞 の 仙 Tc- M IBIの 取り込み は
一 過性 の 克進が み ら れ た後 に ほ ぼ 直線的に低 F した. Piw nic a-
W o r m sら の 報告と 同様 に プ レ イ ン キ ュ ベ M シ ョ ン 時間が60分
の と きの 結合率 は コ ン ト ロ ー ル の 10 3 % であ F), I A A によ る
醐加Tc- M I BIの 取 り込み の 抑制 はそ れ 以 上 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 時間で み られ る こ と が示 さ れ た.
蜘
Tc-M IBIの 取り込み の
低下 は IA A に よっ て 解糖系が阻害 され た 結果, 細胞内の A T P
藍/巨が 抑制 さ れ 膿瘍細胞 の 活性が低 卜~した た め と 考え らゴLた .
従 っ て 腫瘍細胞の 代謝状態の 低 卜に伴 っ て
帥 Tc-M IBIの 取 り込
み も低下す る と 考え られ た . こ れ は 反応湿度 の 低 卜によ っ て 腫
瘍細胞 の 軸 Tc- MIBIの 取 町込み が 低 卜し た こ と と オ惜 し ない .
な おI A A によ っ て
一 過惟 に 軌 Tc-M IBI取り込 み が 克進 した が ,
こ れ は 細胞内 ÅT P が減少す る 際 にA T P感受性 , ある い は ア ラ
キ ド ン 酸 (ar achido nic acid) 作動性の カ 7) ウム チ ャ ン ネ ル が 開




方腫瘍細胞 の 2 uTl取 り込み は
!)伽
Tc-M IBI と は異なり 仏A によ
る 取り込み の 克進は み ら れず プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間の 延
長と とも に低下 した . こ れ は IA A によっ て腫瘍細胞内の A TP
が 減少 し た こ と に よ り Na
十/K十A T Pa s e活性が 低 下 した た め と
考え られ た
30)
. 従 っ て 腫瘍細胞 の 201¶ と 紬 Tc-M IBIの 取り込み
は と も に細胞活性ある い は代謝状態な ど に影響を受けるもの
の , そ の反応性 や様式 は
2 01Tl と99n Yrc-M IBI で異なる ことが判
明 した.
以上 より,
99nⅥ -M IBI は高い 腫瘍細胞親和性をもち, その 集
80
積は 腫瘍細胞 の 代謝状態 に依存 して お り脛癌細胞内で は ミト
コ
ン ドリ ア 膜 の 陰性電位 に よ っ て ミ ト コ ン ドリ ア に結合 して い る
と考えら れ た . ま た
伽
Tc-M IBI と
201¶ の 腫瘍細胞 へ の 集積機
序 と細胞内の 動態 は本質的に異なる こと が 示 され , 腫瘍診断薬
と して の
蜘 Tc_ M IBI は
2肌
¶ と は異な る診断情報をも た ら す可
能性があると思わ れ た .
っ っ い て 本研究 で は P-gp の 発現 に よ る 腫瘍細胞 の
99m
Tc-
M IBI取り込み の 変化を検討 した . P-g pを発現 して い る多剤耐
性腫瘍細胞 の
卸
Tc-M IBI取り込 み は野生型細胞 に比 べ て低 い こ
と が 知 ら れ て い る
8】41) 斗 =
. 本 研 究 で も試験管 内実験 で の
p 388/A D R細胞 の
99n Yrc-M IBI取り込み は P388/S の 8分 の 1程
度 であり , また 洗 い 出 しも P388/A D Rの 方 が 速や か で あ っ た ･
こ の 傾 向は 生体内で も同様で , ガ ン マ カ メ ラ に よ る
99ヤc- M I BI
イ メ ー ジ ン グ , オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー で も P 3 細/AD Rの
99打Tc●M IBI取り込み は P 388/S よりも低 い こ と が示され た ■ ま
た生体内分布 の 検討 で は 移植 した P 388/A D R腫瘍と P 388/S 腫
瘍 の 渕 m - M IBIの 取り込 み は15分で は有意差 こそ 認 め ら れ な か
っ た が P3朗/A D Rの 方 が低 い 傾向が み ら れ た . 60分 , 120分で
は P 38/S に比 べ て P 388/A D Rの
W n
Tc-M IBI取り込み は 有意 に
低値 であり, 洗 い 出 しも P 388/A D Rの 方が 速 や か で ある 傾向
が み られ た . さ ら に耐性克服薬剤で あ る ベ ラ バ ミ ル に よ っ て
p388/A D Rの
99n
Tc-M IBI取り込み は促進 され , 100FLM の 濃 度
で P 38 8/S と同様 の 取り込 み を示す よう にな っ た ･ こ れ は
p 388/A D R と P388/S の
W n YIt-M IBI取り込み の 差 が P官p に起因
して い る こと を示し, 99
n
Tc-M I BI が P-g pに よ っ て 刑 包外 へ 汲
み 出さ れ て い る と い う こ とを立証するもの で あ る･ それ に対 し
て
201r
n で 得 ら れ た結果は い ずれ も P388/A D R と P38 8/S の 間 に
明 らか な差 はなか っ た . 従 っ て 腫瘍細胞 の
2 01¶ の 取り込 み は




軌1 圭一M IBIを取り込ま な い 場合,
その 腫瘍 は P-gp を発現 し た多剤耐性腫瘍であ る可能性 がある
と 思わ れ る . 以 上 より
99m -M I BI を用 い た腫瘍イメ ー ジ ン グ は
201Tl と比較す る こ とで 腫瘍 の多剤耐性 の 発現 を陰性描画す る こ
とが で き る可能性 がある と 思わ れ た .
化学療法を行う前 , ある い は 化学療法中 に治療効果 の 予測 が
画像診断と い う非侵襲的な手段 で , しか も必要 に応 じて何度で
もできればその後 の 治療プ ロ ト コ
ー ル 決定が 容易 にな るで あ ろ
う. 瀧 ら は 実際 に ヒ トの 悪性骨軟部腫瘍を化学療法前 に
帥 Tc-
M IBI で イメ ー ジ ン グ し, 早期 (15分) で良好 な集積を示 した も
の を後期 (3時間) で 完全 に洗い 出され た 群 と そ うで な か っ た
群に 分類し, それ ぞ れ の 化 学療法 に対す る感受性 を調 べ て い る
45)
. それ に よ れ ば後期像 でも集積が残 っ て い た 群で は 7例中 5
例で治療効果 が認 め られ たが , 完全 に洗 い 出 され た 3例 で は い
ずれ も化学療法 は無効で あっ た ･ この 報告 の 中で は P-g p の 発
現の 有無 は検討 し て い ない た め 無効例で必ず しも P
-g pが発 現
して い た と は い えない が ,
蜘 T b M IBI イメ
ー ジ ン グ に よ り化学
療法の効果をある程度予測す る こ とが 可能で ある と い う こ とを
示唆す るもの で あ る. なお そ の 報告 は化学療法抵抗性を示す腫
瘍 の 帥 Tc-M IBI洗 い 出 しが速や かで あ る と い う点 で本研究の 結
果と 一 致 する が , 早期 に はあ る程度以上 の
99Ⅳ m - M IBI集積が認
め られ て い る 点が 本研究 の 結果と
一 見 一 致 しない よ う に思わ れ
る. 化学療法に抵抗性で あっ た 3例 の 悪性骨軟部腫瘍 に い ず れ
も P-gpが 発現 して い た と 仮定する と; 早期 に
蜘 T b M I BI が よ
く集積 した 理由は以下 の よ うな もの が 考え られ る･ まず試験管
内実験 と は 異 なり 生 体内 で は 血 流を考慮す る 必要があ る .
9 9mTc_M IBI は
2OI
Tl と同様 にそ の 集積 は当該組織 の 血流を反映す
る . 従 っ て 腫瘍 が P- g pを発現 して い た と して も豊富な栄養血
管があれ ば 血 液内の 放射能に より早期 に は腫瘍 が描出され るこ
と が あ るか も しれ ない . なお 本研究 の ヌ
ー ド マ ウ ス の イ メ ー ジ
ン グ で は投与後20分 で すで に P 388/AD Rの
99[Tc- M IBIの 取り
込み は P388/S に 比 べ て 低か っ た が , こ れ は ヒ ト にお きかえて
み る と早期像 で は なく, す で に後期像をみ て い る 可能性もある.
また 腫瘍の 不均 一 性 も関係 して く る と思 わ れ る ･ 化学療法抵抗
性 の 腫瘍でもす べ て の 細 胞が P一 卯 を発現 して い る と は限らず,
一 部 に薬剤感受性細胞 が混在して い る こと もありえ よう･ そう
い っ た場合早期 に少数の 感受性細胞が
伽
Tc-MI BIを大量 に取り
込む こ と で あ る程度 に腫瘍が描画 され , 後期 に は腫瘍 の 大部分
を占め る 薬剤耐性細胞か ら の 速 や か な
鮎 1 セーM I BIの 洗い 出しが
起 こり腫瘍全体 と して は洗 い 出 しが 強調 して み られ る可 能性も
ある と思 わ れ る .
カ ル シ ウム 括抗剤で ある ベ ラ バ ミ ル が 腫瘍 の多剤耐性を克服
する効果を有す る1 0)1
1)こ と が 報告され て以 来 , シ ク ロ ス ポリ ンA
(cyclo spo rin A)
46)47)
, ヰ ニ ジ ン (quinidin e)
ヰ8)な ど数多くの 化合物
が多剤耐性克服薬剤 と して 報告 され て い る･ これ らの 薬剤は F
gpに よ る 抗癌剤 の 細胞外排出を競合的に阻害す る こ と で細胞
内の 抗癌剤濃度を高め , 耐性を克服す る こ と が知 られ てい る
10)
･
特に ベ ラ バ ミ ル に つ い て は そ の 克服機序 , 効果 に つ い て詳細に
検討 され て お り, 化学療法 が無効 であ っ た 悪性リ ン パ 腫にべ ラ
バ ミ ル を併用投与す る こ と で化学療法が効果を示す よう にな っ
た例 が 報告 さ れ て い る
49)二 本研究 でも ベ ラ バ ミ ル 濃 度が 1〃M
で P3 88/A D Rの
99mTc- M I BIの 取り込 み の 上 昇 が 認 め られ ･
100〃M では P3 88/S と同様 の 取り込 み が み ら れ
る よう になっ
た . す なわ ちベ ラ バ ミ ル 濃度が 100FLM で は P388/A D Rの多剤
耐性 が ほ ぼ 完全 に克服 さ れ た と考え られ る･ しか しなが らこ れ
らの 克服薬剤 が十分な耐性克服作用を示す ような血中濃度では
そ れ ぞれ の 薬剤 に よ る 副作用が 問題 とな っ てく る･ ベ ラ バ ミ ル
で は心不全や 血圧低下, 房窒 ブ ロ ッ ク な ど
4 9)
, シ ク ロ ス ポリ ン
Aで は 白血球減少, 脱 毛, 筋 肉痛な ど
0)無 視で きな い 副作用が
報告され て い る . 鶴 尾 は多剤耐性 ヒ ト白血病細胞 K 562/皿 M
に べ ラ バ ミ ル を作用 さ せ た場合, 10/∠M で毒性が 発現 したと報
告 して い る
5"
. 本研究 で用 い た P388/A D Rの 場合, ベ ラバ ミル
10pM で は
99n
Tc-M IBIの 取り込 みが 添加前 の 5
～ 6倍 に増加し
た が , そ れ で も P388/S に比 べ る と 1/3 か ら 1/5 の 取り込
みで
しか なく, 十分 な 克服作用を発揮 して い.
る と は い い にく い ･ 多
剤耐性克服薬剤と して 理 想的な薬剤 は少ない 副作用で より強
力
な耐性克服作用をも つ もの で あり , 最近は ベ ラ バ ミ ル ヤ シク
ロ
ス ボ リ ンAな ど の 誘導体 の 開発 , 研 究 が すす め ら れ て い る ･
M S-209 はベ ラ バ ミ ル の 誘導体 で カ ル シ ウ ム 括抗作用 は
ベ ラバ
ミ ル の 1/30 以下で ありな が ら より強力な耐性克服作用を有す
る
51)
. また シ ク ロ ス ポ1) ンAの 誘導体 である S D Z P S C 833
研 一)は免
疫抑制作用を示 さな い が シ ク ロ ス ポ リ ンAの 約1 0倍の 耐性克服
作用をもつ と され る . これ らの 薬剤 はす で に 臨床試験 に 入
っ て
ぉ り, 実際 に 臨床 の 場 で 用い ら れ る こ と もそう遠くな
い こ とと
思わ れ る. 本研究 の 結果か ら
9 餌Tc-M IBIを取り込まない ･ ある
い は取り込 ん で も速や か に洗 い 出され る多剤耐性痛 に対 して耐
性克服薬剤を抗癌剤 と併用 して 治療す る際に ,
馳 rc- M IBI がよ
く取り込まれ る よ うに な れ ば多剤耐性が克服され た こ とを示唆
し, 治療効果を期待す る こ と が で きる の で は な い か
と 考えられ
蜘
Tc-M IBI に よる悪性腫瘍 の多剤耐性 の 評価
る. すな わち
99n
Tc-M IBIを耐性克服薬剤 の 効果 の モ ニ タ ー と し
て用い る こ とが で き る と思 われ る.
以上, 本研究 の 結果か ら
99'nTc-M I BIの 腫瘍集積機序 は 2
OITl
とは異な っ て お り, その 腫 瘍 へ の 集積 は P-gp の 発現 に よ り低
下する こ と が示 さ れ た . 従 っ て 画像診断 に よ っ て腫瘍組織の 抗
癌剤感受性を推測する こ とが 可能と考え られ た ･ よ っ てそ れ ぞ
れ の 患者 に 最適 な治療 プ ロ ト コ
ー ル を 組み 立 て る 上 で ～'9mTc-
M IBI が有用 な情報を供与 でき るもの と 思 わ れ た . ま た
仙
Tc-
M IBI によっ て 耐性克服薬 の 効果を判定す る こ と もで き る と考
えら れた .
結 論
伽 Tc-M IBIを用い た 腫瘍 の多剤耐性 の 評価 の 有用性を検討す
る目的で , 99nTc-M I BIの 腫痺親和性 お よ び集積機序を検討 し,
腫瘍細胞の
蝕
Tc-M IBI取り込み に お よぼ す P-g p発現 の 影響を
試験管内お よ び ヌ ー ドマ ウ ス 生体 内で調 べ 以下 の 成績を得 た .
1 . P 388/S 細胞の
伽
m -M IBI の 取り込 み は24℃で 良好であ
っ たが 0℃条件下 で は 著 しく低 下 した . 従 っ て 伽 m - M I BI は腫
瘍細胞に良好な親和性をも つ が, そ の 取 り込みある い は 細胞内
保持には何 ら か の エ ネル ギ
ー 依存性 の 機序 が関与 して い る と 考
えられ た.
2 . P388/S 細胞 の 帥 Tc-M IBIの 早期 の 取り込み は 細胞外の
伽 托 -M IBI濃度 の 上昇 に比例 して増加 し, 検討 した 濃度範囲で
は飽和は観察 さ れ なか っ た . 従 っ て 腫瘍細胞 にお け る
伽
Tc-
MIBIの 細胞膜通過 は膜 ポ ン プ や受容体 に依存するもの で は な
く受動拡散に よ る もの と思 われ た.
3 .
99ロ
m - M I BIの 結 合に お よ ぼ す各種阻害剤 の 効果を検討 し
た. イ オ ン チ ャ ン ネル 阻害剤や代謝阻害剤 の 影響 を調 べ た と こ
ろ,
軌 T b M I BIの 取り込み は ミ ト コ ン ドリ ア 活性 に依存 し て い
ると考えら れ た . ま た代表的な代謝阻害剤 である 1A A は一 過性
に 99mTc- M IBIの 取 り込みを増加さ せ た 後 に強 い 抑制効果 を示
し, 腫瘍細胞の 99nTc- M I BIの 取り込み は 細胞の 代謝状態に依存
する と考え られ た. また 今 回用い た い ず れ の 阻害剤 に対 して も
g9m
Tc- M IBIの 取り込み は
2OI





Tl と は異 な る診断情報をも た ら しう る と思 わ れ た .
4
. P 388/A D Rの
9～}I
Tc-M IBI取り込み は P388/S に比べ て 著
しく低く , P,g pを発 現 して い る 多剤耐性腫瘍紺胞 に は
t】1)■lTc-
MIBI が集積 しにく い こ と が 示さ れ た . 一 方 洲 ¶ の 取り込み は
P388/A D R とP388/S の 間に大きな差 は認め ら れ ず, 2`
'lTlの 細
胞集積に多剤耐性の 発現の 有無は関係 しな い と 考えら れ た .
5 . 腫瘍 細胞 か らの 2
OITl と伽 Tc-M IBIの 洗 い 出 しを検討 し
た. 201Tlの 洗い 出 しは P 388/A D R と P3 88/S の 間で 明 らか な差
ほ認め ら れ なか っ たが , 9
9nYrc- M I BIの 洗 い 出 し は P 388/A D Rの
方が速や か で あ っ た . 従 っ て P-g p の 発現 し た 多剤耐性細胞の
伽
托 -M IBIの 洗い 出 しは 克進 して い る と 考えら れ た .
6 . P388/A D Rの
991
T c-M IBIの 取り込 み は培養液中 の ベ ラ バ
ミル 濃度 の 上 昇 に伴 っ て 増加 し, 100〃M で は P38 8/S に匹敵
した. 従っ て 99mTヒーM I BIは多剤耐性克服薬剤 の 効果 の モ ニ タ ー
として用い る こ と が で きる と考え られ た .
7
. ヌ ー ド マ ウス の イ メ ー ジ ン グ に お い て , 9 9mTc-M I BI は
P388/S に は よく集積した が P388/A D R に は低集積であ っ た .
しか し 201Tlの 集積 は両細胞株 に ほ ぼ 同等 であ っ た . 99 m -M IBI
を用い た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー で も 同様 で あ っ た . よ っ て
㌣k MIBIを用い て 画像的 に腫瘍 の多剤耐性を評価す る こ とが
81
可能と思 われ た .
8 . ヌ ー ド マ ウ ス に お ける経時的な生体内分布の 検討で は ,
P388/A D Rへ の 抽 Tc- M IBIの 取り込 み は P388/S より低くか つ
洗 い 出 しも速や かで あっ た . 201Tlの 取り込み に は 両細胞株で有
意な差 は な か っ た .
以 上の 結果 より とI9--Tc-MIBI は201¶ と は異 なり, イメ ー ジ ン グ
によ り腫瘍 の多剤耐性を非侵襲的 に評価する こ と を可能 に し,
化学療法の プ ロ ト コ ー ル 決定や 克服薬剤の 効果判定にも有用 な
情報を提供しう る と考えら れ た.
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Tc - M I B I, mito cho ndria, P3 88
A bstra ct
To e v alu ate n o ni v asiv ely the s e n sitivity oftu m o rtis s u e s ag in st c a r cin o static s, he xakis (2- m etho xyis obutyliso nitrile)
techn etiu m-9 9m (
U U,TI
Tc- M I BI) w a s e x a min ed. Tw o c el1 1in e s of P3 8 8m u rin e m o n o cyticleukemia w e l
~
e u S ed, One a m ultidl
-
ug
resistan c e c ell lin e, P 3 8 8/ A D Rthat e xpre s s e sP
-
glyc opro tein (P-g P), a ndthe other a drug s e n sitiv eP 3 8 8/S･ Atfirst,
叩 T ll
Tc -
M IB Iuptake by P3 8 8′Sc ells w e redete r min ed in vitl
･
Oin diffe rent te mpe rature s a nde xtra c ellula r
ウUn l
Tc← M I BIc o n c e ntr atio n sto
inve stigatethe affin ty fo rthetu m o r c ella ndthe mecha nism oftu m o r c ellula r uptake ･ Bylo weringthete mper atu r efr o m24℃
to o℃,the c ellular
99■tt
Tc- M T BIuptake w a s re strictedfro m 4()%to 卜 3 %.
1
T he tu m o r c e11ula r
柚 I
Tc- M I BIuptake w a sdire ctly
PrOPOrtio n alto the e xtra c ellula r con c e ntr ation of
明 ‖一
Tc - M I BIa nd n o s atur atio n w a sobs e r v ed at the c o n c e ntr ation s u sed･ T he
CO nSequ e n C e Sindic ate that the m e cha nis m of
l川 m
Tc- M I BIpa s s age thr o ughthepla s m a m e mbran eisby pa ssiv ediffusion but the
C ellular ret ntion is en e rg y-depe nde nt･ T he study u sl ng S e V e ral io ntr a n spo rt o r rne tabolic inhibito rspro v edthat the cellula r
q9m
Tc- M I BIuptakeisdepe nde nt upo nthe mito cho ndriala ctivlty a ndthat this m echa nis mis diffe r e ntfro mthe
ユ0 1
Tluptake l To
in v estlgate the effe ctof P
-
g PeXPr e S Sio non the cellular
軌
Tc - M I B Iuptake , P 3 88/A DR and P 3 88/S w e re c o mpa red in te r m s of
their
9恥 '
Tc- M I BIuptakein vitr o. T he tr a c e r uptake by the fo r m e rce11s(1
～ 3 %) was significantlylo w e rtha nthelatte r(40 %)･
1talso de mon stratedthat
9 りm
Tc- M I B Iw a s w ashed ou tfr o mP3 88/A D Rm o requickly tha n from P3 8 8/S･
明 n l
Tc - M I BIuptake of
P38 8/A D Rw a s re m ark bly pr o m oted by adding v e r apamil;at the c o ncentratio n of l OO〃M ,
柚
Tc- M I BIuptake of P 3 8 8/A D R
Wa Sidentical to that of P 3 88/S･ Forin viv o study, nude mic eimplanted with the two c el1 1in e sto the bilateralthighs we re
PrePared･ On theim agl ng Study usl ng
9qm
Tc - M IB I, C O mPar ed to the P388/Stu mor, the P388/A D Rtu mor w as notcle arly
Visualiz ed･ T hebiodistributio n study of
9 9m
Tc- M I B Ishow edthat the uptake ratio ofthe P 388/A D R tu mo rw asless than thatof
theP 3 8/Stum or ata ne arly st age, and that the clear a nce of
9qm
Tc- M IB I fro mthe P388/A D Rtu m or w as more rapid than fro m
the P 3 8/Stum or. Itis c o nclu･ded that t um orim agl ng uS l ng
99m
Tc - M IB Iw ould m ake possi ble anonin vasiv eim aglng
techniqu efor m ultidrug re sistan c eoftu m or‥it c ouldprovide the crucial inform a tio n so ndecision m aking abo ut the
Che mothe rapeuticprotoc oIs and be adiagn osticindicatorfbrthe effects ofr e verslng age ntS･
